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論文内容要旨
 δ一アミノレブリン酸合成酵素(ALA-S)は律速酵素としてポルフィリン生合成調節の上で最
 も重要な位置を占めている。また動物区アリルイソブ・ピルアセトアミド(AエA)などの薬物を投
 一与すると,肝ミトコンドリアのALA-8レベルが誘導的に著しく上昇する。さらにミトコンドリア
 ALA-Sに特徴的なことは,他の一般のミトコンドリア蛋白に比べて代謝回転が速ぐ,様々な条件
 下での酵素レベルの変動が急激なことである。本研究は上の.ような性質をもつ肝ミ“トコンドリア
 ALA-Sレベルの調節機構を実体的に究明し,さらに一般の代謝調節機構の解明にも役立てようと
 して行われた。はじめに,ラット肝細胞内におけるALA-Sの分布を検討した結果,従来考えられ
 ていたようにミトコンドリアにだけ本酵素が存在するのではなく,特にAエAを投与した際には,
 可溶画分にも多量の本酵素が出現することが知られた。そ'して両面分のALA綿の誘導過程の様相
 や,それに対する蛋白合成阻害剤(サイクロヘキシミド謄よびクロラムフ王ニコール)の影響など
 から,ALA-Sはミク・ゾームで合成されて可溶面分へ現れ,次いでミトコンドリアへ移動し,そ
 こκ定潜すると推察された。これをALA-Sの基質となるサクシニルOoAはミトコンドリア内で
 のみ作られることと考え合せると.可溶性面分のALA-Sはミトコンドリアに移動してはじめてそ'
 の機能を発揮するものと考えられる。それではミトコンドリアに移動したALA-Sはそのどこκ局
 在すろのかを検討するため,音波処理法,ジギトニン法等でラジト肝ミトコンドリアの再分画を行
 い、ALA-S蔚よびそ'の他二,…の対照酵素の分布を調べた。そ'の結果ALA-Sはマト1bクス酵
 素であるリンゴ酸脱水素酵素,.グルタミン酸脱水素縫靴その挙動を共にし,内膜K緩く結合している
 とされるα一ケトグルタ{ル酸脱水素酵素よりも可溶化され易いことが知られた。従ってALA-s
 はミトコンドリアのマトリックス内,或は内膜にごく緩く結合して存在すると考えられる。
 次にミトコンドリアからALA-Sを可溶化し,可溶面分のALA-Sとその性質の比較を行,.た。
 まずグリシンに対するK皿,至適pH,および熱安定性について検討したが,両酵素間にはほとん
 ど差が見出されず,両者は機能的には同様のものと考えられた。しかし硫安分画の上では両者の聞
 に明らかな差が認められた。すなわら、可溶面分ALA-Sは大部分硫安0～尋5%飽和画分に沈殿
 してきたのK対し,ミトコンドリアALA-Sは主として55～50%飽和画分K沈澱してきた。こ
 れは両者間に伺らふの構造の差異のあることを示唆している。そ'こでさらに分子の大きさをセ7ア
 デックスG-200およびセブァ・一ズ4Bを用いたゲノ1櫨過を行い比較してみると,ミトコンド
 1,アALA-Sが分子量"500臼に相当する位置に流嵐して来るのに対して,可溶画分のALA-S
 はこれよりか在り大きく,見掛け上分子量約60万と推定された。一万蔗糖密度勾配遠心法で推定
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 される分子量は,ミトコンド1」ナALA-sではゲル濾過より絹られる値と一致し約11万であるの
 に対し,可容画分ALA-Sではグル濾過での値よりず,と小さく,約喧8万であった。この可溶面
 分ALA-sの二つの異る万法で得られた分子量の不一致から考えられる可能性の一つは,可溶面分
 ALA-Sはミトコンド1」アALA-8分子に何か別の物質が結合して,一般蛋白に比べて密度がかな
 り小さくなうている,恐らくそれはリポ蛋白として存在するのではないかということである。そ'こ
 でこれを実証的に検討するために,可溶面分ALA-sを蛇奏フ寸スフオリバーゼで姐遅したところ
 その活性を失わせることなしに,可1容面分ALA-Sをゲル濾過上ミトコンドリアALA-Sと同一の
 分子量のものに転換させることができた。この結果はフォスフぎリピドの関与を示唆し,上の考え
 を支持するものである。勿論蛇誰酵素処理をした可溶画分ALA-SとミトコンドリアALA-Sとが
 同一の酵素蛋白であるか否か、さらに可溶西分型酵素をミトコンドリア型酵素に転換するのに,生
 体内では実際にどのような機構が働いているのかなどについては今後の検討にまたなければならな
 いが』以上の事実から,ミク・ゾームで合成されたALA-Sがミトコンド1」アへ移動する際には,
 その構成物の一部が切り離され・構造上の修飾を受げることが推察される。最後κ・ミトコンドリ
 ア酵素の前駆体であると考えられる可溶画分のALA-sがミトコンドリアに移動し,その際構造上
 の修飾を受ける機構の実体を検討するため,次のような実験を行ヨた。・すなわら,AエAを投与し
 たラットから得た充分ALA一βを含む肝可溶面分に・正常ラレト肝ミトコンドリア画分を加え,保
 温振盪した後,再びミトコンドリアを分離してALA-8活性を測定した。その結果,ミトコンドリ
 アのALA-S活性が上昇し,それに対応する可溶画分ALA-S活性の減少が認められた。さらにこ
 のミ}コンドリアからALA-Sを可溶化し,ゲル濾過により分子の大きさを調べてみるとp明らか
 にミトコンドリア型ALA-8が増量したことが知られた5どの増量は新らたにマ'トリックス内に取
 勢込まれた麟素Kよるものか,あるいはどのような機作セ可溶面分型がミトコンドリア型に転換し
 たのかは,今後に残された問題であるが,前述のようKフォス7オリバーゼでも同様の転換が起る
 ことから,生体内でもフォスフォリパ}ゼ様の酵素作用が関与している可能性が推察される。以上
 ラット肝において,可溶画分型およびミトコンドリア型のALA-sが存在すること,そして前者は
 後者の前駆体と考えられること,すなわらミトコンド'リアのALA-5はミク・ゾームで合成された
 後,ミトコンドリアに啓動したものであることを示し,その際ALA-s、ね構造上の修飾を受けるこ
 とを明らかにした。さらKその機構の実体についても検討を加えた。しかしその本態の究明Kは,
 さらに今後の研究が必要である一と考えられる。
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 審査結果の要旨
 本研究は肝ミトコンドリアのδ一アミノレブリン酸合成酵素、(ALA-sと略称)のレベルの調
 節機構を実体的に究明しようとしたものである。先きに本酵素は,従来考えられていたようにミ
 トコンドリアにだけ存在するものではなく,誘導条件下では肝細胞の可溶画分匹も'出現すること
 が知られたので,藩者は先ず本酵素がミトコンドリア内にと参込まれ定着する模様を明らかにし
 ょうとした。そこで第一にミトコンドリアでの本酵素の局在を知るために,ミトコンドリアをジ
 ギトニン処理,超音波破砕等によって細分画して,その分布をしらべた結果,本酵素はミトコン
 ドリアのマトリックス内,あるいは内膜とゆるぐ結合した状態で存在することを明らかにした。
 次にミトコンドリアから本酵素を可溶化し,肝可溶面分に存在する蓋むA-Sとの比較を行った
 結果,可溶画分に存在するALA-sはミトコンドリア内に局在する酵素よりも明らかにその分
 子量か大きいこと,しかしその分子量はゲル濾過法よりは糖密度勾配遠心法で求めたものの方
 が相対的に小さいこと」を知り得た。そこで著者は可溶画分のALA-Sは一種のリポ蛋白質で
 あると考え,そのリピド成分を失うことによってミトコンドリア型のALA-Sに転換するもの
 であろうと考えた。これを実証するために,可溶面分のALA-Sを蛇毒フォス7オリバーゼで
 処理したところ,明らかに小分子化が起り,ゲル濾過上ではミトコンドリア型ALA-sに一致
 する酵素に転換することが明らかにされた。さらに,可溶画分酵素をミトコンドリアそのものと
 保温振盪すると,可溶画分型のALA-Sは小分子のミトコンドリ了型酵素となってミトコンド
 リア中に移行下ることが知られた。これらの観察にもとづいて,著者はALA-Sは生体内では
 先ず肝ミク・ソーム系で合成さユたものが肝可溶面分に現われ,それが膜に結合して存在するフ
 オスフオリパーゼの作用によってリピドを失い,ミトコンドリア型酵素としてミトコンドリア内
 に移行定着するものと推論している。この研究は以上のように,薄紫の細胞内COmpart皿en七
 間の移動という生理化学的に重要な問題に新しい証拠を加えたものでめウ,さらにその移動には
 藤素分子そのものα)修飾が苧う例を示したものてある。
 よコて本論文は学位を授与するに値するものと認める。
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